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第 1節 ウイルスの継代培養(その 1)
-=‘ 第I章緒 盲 
1931年東アフリカのリフトバレーというところ
で羊の聞に起った流行病から， Daubney，Hudson， 
および Garnharm Kよって一つのウイルスが分離
された(2)。リフト・バレー熱ウイルスとよばれると
のウイルスは吸血昆虫を介して羊，牛など家畜の間
にはやるとされ，まれに人民感染する急性肝臓壊死
を伴う疾病である。
その病理は黄熱やデング熱に共通したと ζろが多
い。一方マウスやこの報告に示されるように， HeLa
細胞に対する病害力がきわめて強く，濃度の測定が
正確であるので理論的考察に都合がよい。
われわれは乙の群のウイルスの増殖， '変異を追求
するととによって一般的なウイルスの増殖，変異の 
理論に関与するために， ζの報告では従来の動物そ
のものを増殖の場とする方法をさけ，組織培養とい
う単純化された場によってウイルスと宿主細胞の関
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文，献
は PRVと略す〉は伝染病研究所の長野教授より分
与されたもので，当教室においτは，舞死マウス肝
乳剤をマウスの腹腔内に接種し，継代を 9代かさね
たのち実験応用いた。
第 2節 ウイルスの定量法
乳鉢で充分すりつぶされた感染マウス肝は，ウイ
ルスの継代実験(そのりにおいては， Hanks液
(時比 pH7.4のレンダーブイヨン勺で 10倍階段稀
釈をおこない，約 10----20gのマウスの腹腔内，およ
び脳内lζ， それぞれ 0.3ml， 0.03 mlずつ接種され
た。 1稀釈段階について 3匹のマウスが用いちれた。
われわれの行った接種濃度，および方法では感染発
症したすべてのマウスは1.5日からおそくとも 4，5 
日自に舞死することを経験した。したがって観察は
6---7日で打切られた。
ウイルスの継代実験(その 2)以下においては，
肝乳剤の作製や，肝乳剤，および感染した HeLa細
胞培養上清の稀釈は YLS(次項をみよ〉で行われ
連を追ってみた。-た。ウイルスの定量にはマウスの腹腔内氏 0.2mlず
つ稀釈液が接種された。
第 11章実験材料および実験方法
第 3節細胞の培養および継代
第 1節使用ウイルス 1. ワイルスの継代実験(そのめに使用した
向汎性リフト・バレ{熱ウイルス(以下本論文で HeLa細胞は，現京大ウイルス研究所の甲野教授よ
勢ミクニ化学レンダー肉エキスを 10%I乙含むブイヨン培地。
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り分与され，当教室においては， Tyrode 8，人血清
6，鶏肝エキス 1，の培養液で 370Cの瞬卵器内で継
代された。培養液の交換は 2 日 ~3 日自民おこな
い，大体一層の細胞層として増殖が完成された ζろ
(それはお〉むね 4日--5日で，乙の場合 1本の試
験管内の細胞数は約 2x106個であっTこ。)継代され 
る。
細胞の継代は次のようである。
培養ガラス器内Kトリプシン(持田製薬のトリプ
シリン 200H.U.M)を入れ， 370C K 7~10 分間放
置後，ピペットで単層状の細胞を軽く洗い落す。単
細胞化した浮遊液iζ燐酸緩衝塩類溶液 (Phosphate
bu宜eredsaline; PBSと略す)を加えトリプシン
の効果を減殺したのち遠心洗練 1....2回をおこなう。
洗糠液は PBSである。洗樵後直ち K上記培養液に
浮遊しガラス器内に分注，ふたたび 370CI乙静置す
る。
PBSの処方は下記のようである。
 
NaCl 8.0g 

KCl 0.2g 

Na2HP04・12H 20 1.15 g 
、 
KH2P04 0.2g
 
CaC12 0.1 g 

MgS04-7 H0 0.1 g 
2
2. ウイルスの継代実験(その 2)以下に用いら
れた HeLa細胞は，伝染病研究所の内田清二郎博士
より分与されたもので，牛血清で継代培養された系
統の細胞である。当教室においては， 20%牛血清加 
Yeastextract. Lactalbumin塩類培地(以下これを 
YLSと略す〉で継代培養された。 
YLSの組成は次の通りである。

再蒸溜水 700ml 

NaCl 7.18g 

KCl OAg 
CaC12 (anhydride) 0.2g 
乱19S04・7H20 0.2g 
NaH2P04・H20 0.125 g 
ぶどう糖 4.5g 
NaHC03 1.0g 
Yeast.extract (Difco，Co.) 1.0g 
Lactalbumin (N. B. C.，Co.) 5.0 g 
0.4%フェ/ール赤液 5.0 ml 
上記にふたたび再蒸溜水を加え， 1，000 mlとして 
Seitz漏過器で積過する。使用に際してペニシリン 
100単位/ml，ストレプトマイシン 100μg/mlKな
るように添加する。以上の YLS培地の pHの修正 
は， CO2ボンベより CO2を培地内に送入してフェ
ノール赤の色調の変化を目安とした。培養液の交換
は3---4日自におとなった。
継代の際，上記トリプシンの他， 0.02% EDTA 
(ethylenediamine tetraacetateの燐酸緩衝食塩水
溶液)が用いられた。
第4節細胞数の測定法と HeLa細胞の増殖
細胞を適当量のクリスタル紫加 1%くえん酸溶液
に浮遊し， •370C K 1O~20 分間静置(または振蓋)
する。 Burkerの血球計算盤に乙の細胞浮遊液を流
し込み，染色された核の数を数える。第3節の 2K 
記載された培養条件で ζの核数測定法により HeLa
細胞の増殖をしらべると，多極分裂を無視した場
合，対数増殖期におけるその分裂時間はほ'-;26時
聞と考えられる。
第 5節中和抗体の作製 
抗血清の作製にあたり使用した抗原は，常l乙発病
死亡したマウス肝を Tyrode液で 10%乳剤とし 
3，000回転 15分間遠心沈澱後の上清であった。
免疫に用いた動物は約 600gの2匹のモルモット
であり，抗原のモルモット腹腔内接種を 4日ないし 
5日の間隔で合計 9回実施した。先ず初回接種より 
3回目までは 0.5mlを， 4回目は1.5mlを， 5回目
より最終回まで 2.0mlを接種した。最終回の接種後 
7日自民全採血した。血清分離後プールし，型のと
とく非働化して -150CK凍結保存した。
以上の血清による中和試験は，まず抗原を 10倍
階段稀釈した後l乙抗血清の 50倍稀釈したものをそ
れぞれ等量各稀釈液に加え充分に混和し， 370Cの恒
温槽lζ20分放置した。そののち各段階の混合液を，
それぞれマウスの腹腔内応接種した。その中和試験
の結果は 50 倍免疫血清では LD50 は 10-3 • 5 /0.3 ml 
で，対照、のモルモットの正常血清では 10-7 • 5 /0.3 ml， 
したがって中和対数は 4となった。
第 11章実験成績
第 1節ーウイルスの継代培養(その 1)
試験管内lと継代培養された HeLa細胞がウイル
スの継代実験K使用された。腹腔内接種により，発 
症死亡したマウス 1匹の肝(約 0.45g)を Tyode液 
2.5ml， 人血清 2mlで 10%乳剤とし， 7，000回転
15分間遠心沈澱後，その上清を接種ウイルス液とし 
fこ。 ζのウイルス濃度を LD50であらわすと，マウ 
ス腹腔内，および脳内接種で，それぞれ 10-7 • 7 /0.3 
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継代は細胞変性の顕著になったとき行われたが，新 は実験方法の項に記されたように 20%牛血清加
らしい培養細胞のない場合は，一時ウイルス液はそ YLS培地で継代された。ウイノレス継代実験(その
のま〉ー150CK保存された。継代の稀釈度，および 1)とは別の系統の HeLa細胞が用いられた。乙の
5号第 -1881-の増殖と宿主細胞の形態学的変化について 
810- /0.03ml ml pantropic7 であって，* (向汎性〉 内接種によって測られたが，それはお、むね 105~•， 
57 LD/O.3 ml 21であることが確認されている〈り。 10 • で， 代上清ウイルスも pantro50 咽
pic培養液を取除いた試験管に上記の感染マウス肝乳 (向汎性)であることがしめされた。
0.2ml 45% Hanks 17 PRV剤 を接種し，さらに 人血清・ 液 代培養上清のウイルスについて，抗 モル
03ml 37C 1を1. 添加して の僻卵器で静置培養した。 モット血清と中和反応をおこなった。第 表 乙示すl
48 He La時間後， 細胞は変性におらいりほとんど ごとく中和反応は成立した。
1500 2 2)ガラス壁よりはがれおちた， の培養液を 回 第 節 ウイルスの継代培養(そのζ ， 
3 10転 分間遠心沈澱して上清をとり，新らしい培養に 初代ウイルス液は前と同様マウス肝 倍乳剤で， 
U 2 0.1ml 0.9ml稀釈されるよう接種し継代第 代とした。以後 原液のまま を培養液 とともに培養細
1/5K 3TCK上清ウイルス液は 稀釈されるよう継代された。 胞に加え 静置培養した。培養液，および細胞
210-1 K培養上清中のウイルス濃度は，第 図のとおりであ ときの継代は， 稀釈された数回の継代を除い
HeLaとご第 向汎性リフト・バレー熱ウイノレスの 細胞による継代1図
43現在 代に至っているが， 
門川ハ川川 
7となっる。 21代継代の稀釈度を通算すると， 10-35. て，ほとんど原液のま ).，すなわち 10-1K稀釈さ
た。その間培養中ウイルスの値が腹腔内，および脳 れるよう接種された以外，前節の実験と同様におこ
なはれた。
20代より向神経性変異株の出
。e"''b U
•••••• 
現が証明されている。このとと
(D
ウイルス濃度 
由口、同切 
院同持品惇政舵問符桔
に関する諸実験は別報に詳細に
記載されるであろう。
第3節 ウイルスの放出曲線ル シ
守吾止d
tdMZl 
HeLa細胞で 9代継代した 
! 1 PRV液 106.2LD50/O.5 mlをあ
らかじめ用意された 3日培養のO
l) 【
HeLa細胞に接種し，さらに 
YLS (NaHC03 2 g/lを含んで
I 2 一言← '1 S b 7竃苛 ，0 /1. 12 13 山崎晶 I? 11 1'/ 10 21 いた)4.5 mlを加え 370C K 2 
継代数
時間放置して吸着させた。その
第 1表 17代継代したHeLa培養上清の抗向汎性 のちメジウムを取除き， PBS 3mlで5回洗糠し細
リフト・バレー熱ウイルス・モルモット 胞表面と周囲のガラス面lζ附着した未吸着ウイルス
血清による中和試験 をのぞいた。あらたに 15mlのYLSを入れ 370C K 
ウイ Jレス稀釈度 保ち，以後一定の間隔で培養上清をとりー150C K 
血
清|炉 10-2 10-3 10-4 10-5 10 凍結した。 3日後凍結された培養上清をとりだし， 
。。

83 85 。。。。融解後Tこだちに 2，000回転5分間遠心し上清をマウ 50x 稀 釈
83 85 。。。。ス腹腔内に接種して，感染後予定された各時聞に培 
抗 PRV血清 .3 86 。。。。養液中lζ放出されたウイルス量を測った(第2図〉。 
2 83 
以上により，ウイ Jレスの放出は 6時間Cろよりは
.2 .38
じまり， 12時間ごろにはほ Y接種ウイルスと同じイ直 
.2 2 83 .38 
正常 J(IL 清 82 .2 。。。に達する。また細胞の崩壊は 48時間ごろにならな
いと顕著でないが，乙れは最初の感染細胞が全細胞
黒丸は発症致死を，数字は接種後
数に比べて極めて少ないためと解せられる。 72時間
死亡までの日数をあらわす。
持脳内接種は腹腔内接種と単位体積当りにして比べると，つねに 1log LD50高い。
A坦 之』-1882- 千 葉 医 二子一 = 雑 誌	 第35巻
第 2図 リフト・バレー熱ウイルス感染 HeLa細胞の お〉いガラス Cと固定(主にカ
ウイルス放出曲線 ルノア液による)，染色された。 
PRV感染をうけない HeLa細
胞は径約 12 x18μ の円形ない
し卵円形の核をもち，それはギ
ームザ染色 (pH5.6)によると
赤紫色に染まり，内に濃く青な
いし紫をとる数個の，いわゆる
(C 核小体を含んでいる。へマトキ
2. 	 シリン・エオジン染色では核小
o-l) 	  体は濃くヘマトキシリンをとる
が，それとまぎらわしいクロマ
チン頼粒の凝塊がしばしば散見
。 1 4 6 B 10 1;1. 1'1 /6 18 ，10 ム オ される(附図A)。稀に多核の
時間 巨大細胞がみられる。
日ごろには全細胞は完全に崩壊し，したがってウイ 細胞質はギームザ染色では青くしばしば若干の空
ルスの放出はとまり，おそらく培養中で不活性化す 胞を含む。まれに核と同様lζ赤くそまる輪廓の明瞭
るためウイルスの力価の下降が認められた。 な封入体が認められる。その数は 1~2個で細胞質
第 4節感染細胞の形態学的変化 	  内に特定の部位をもたない。
1. 未感染 HeLa細胞の染色所見	 分裂期の細胞は培養3日目で2.9%であった。 
細胞の形態学的観察には，小さいガラス角型培養 (1ate telophaseは計測カ〉ら除かれた〉。 
漫に約 10x24mmのお〉いガラスを挿入し，その 2. 感染細胞の変性
上に細胞浮遊液を接種して 370CK 3~4 日培養し， おおいガラスを入れた培養壌に細胞を接種し， 
ノ/
ほY対数増殖期にある細胞が用いられた。観察のた 370C3日間培養したものを実験K用いた。この時の
めには適当にあた〉めた PBSで培養液を洗い落し 細胞数はお〉むね 1壌あたり 5 X 105個であった。
ウイルス濃度 
出口、同切  
A. 正常 HeLa細胞(ギームザ染色) 
阿川間川川凶••••••nNMMUnHHHHU 
制時M四時間円帥時間' e同閉 
'0 
8 
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B. 感染後 24時間の細胞変性像 
開 
ζの培養液を除き，新らしい 20%牛血 第 3図未感染 HeLa細胞の核小体数の分布
清加YLS0.8 ml vc.He La細胞で7代継
代した向汎性 (pantropic)ウイルス 0.2 
mlを混和して接種した。乙の液中のウ 百
イ jレス量は 106 • 8 LD5o/m1であった。一
定時間毎に数本の培養を PBSで洗糠，
分
カJレノア液で、固定したのちギームザで染 率
色した。
感染後 24時間では大部分の細胞に著
しい変化を認めなかったが， 48時間後に
m 
は細胞質突起の顕著な出現のためあたか '1 
も，くもの巣状となり(附図B)，多くは
核当りの核小体数
核濃縮を起した。 48時聞をすぎるとほとんどの細胞 に増殖しつつある時期〉の核小体の数の分布は第3
はガラス面よりはがれ落ちた。 図l乙示されるように核当り 4個を中心として 1個か
ギームザ染色，ヘマトキシリン・エオジン染色で ら9個まで分布している。図中のそれぞれの柱の示
は，いずれの時期にも細胞質内，核内に封入体をみ す時間はウイルス液接種の代りに 20%牛血清加
いだす乙とはできなかった。 YLS液で新らしく置換してからの時間である。 24 
3. 核小体の数の分布の変化 時間まではその分布Kははげしい移動はないが， 48 
ギームザ染色によると感染細胞には，いわゆる核 時聞になると核当り 3個がもっとも多く，数が全体
小体持の数の分布において減少する傾向がみられる。 としてわずかに減る傾向をあらわした。計測を約
対照としてとられた培養第3日の HeLa細胞(活設 500個の細胞についておこなうときは検者が同一で
発いわゆる核小体とは，ギームザ染色によって青染する塊状の核内小体であるが，その大会きは
大小さまざまで，形態も環状，拝状，不整形，細糸で連結しているものなど変化にとんでいる 
(11)。これらは真の核小体の他に塩基性色素をとる，ヵリオソーム，あるいはヘテロクロマチン
頼粒を若干含むと考えられる。なお真の核小体の存在に関しては後で検討される。
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第4図 向汎性リフト・バレー熱、ウイルス感染細胞の にウイルス感染による変性効果の
核小体数の分布(その 1)	 Tこめ変性細胞が 60%にも達する 
Tこめ， 残る 40%の，いわゆる核 
小体数の分布はそれより前の時刻
百 間 m. I~~ の成績と連続して考えることはで 
'q.t事，園給2aS事・吋叫JF4zF 地IF
I~~ 
Hm きない。
対朗崎b EL j晴!t也 論両明主 哲も相lI~nn 
 感染後6時間の細胞をへマトキ
シリン・エオヂン染色して核内の
濃くへマトキシリンをとった頼粒
ID 
を数えると，第6図のようになり
ギームザ染色の場合と同様核小体
数の減少する傾向がみられる。
第5節遠心後の各分画による
あればほ Y一定の値を示すものである。 いわゆる核小体への影響 
106 •8 LD50のウイルスを接種された細胞では，対 いわゆる核小体数の分布の変化はウイルス液中の
照との聞に大きな差がみとめられた。第4図にみら どの成分によって起されたものであるか，い〉かえ
れるように，感染後 4~6時間では分布の最大は核 ればウイルスの感染によって起されたものである
当り 2~3 個で， 30%K達し，核当り 1個の細胞は か，ウイルス液中Iζ当然含まれる崩壊した細胞の産
ともに 9% へと増加しているに反し， 4~6 個の核小 物によるものかを知ろうと企てた。
体を含む細胞は減少している。 この傾向は 12時間 He La細胞で7代継代した向汎性 (pantropic)
でもほ Y同様にみとめられるが， 24時間では十分に ウイノレス液0.5mlを培養4日目の細胞に接種し， 20
明瞭でない， 48時間後では第5図にみるように対照 %牛血清加 YLS培地9.5mlを添加， 370Cで 48時
も核当り 3個を最大とするようになるが，感染細胞 間目の培養液をとり， 3，000回転 10分間の遠心上清 
では 1 2個を含む頻度がもっとも多くなる。さら を実験lζ用いた。乙のとき細胞はほとんど全部崩壊"，-， 
していた。乙のウイ Jレス液約 10m1を超遠心器 
第 5図 向汎性リフト・バレー熱ウイルス感染
細胞の核小体数の分布(その 2) (Spinco，Model L)で 70，000g 60分間遠心処理
し，上清は上層から約5mlとり残りをすてた。沈
誼はあらたに 3mlのYLS液に浮遊した。乙の上清
と沈査の両部分を第4節の実験と同様お〉いガラス
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第7図超遠心器によりえられた各分画の につつまれた RNAの塊りとしての核小体
核小体におよぼす効果 がおのおの核内l乙数個ずつ存在する乙とが
証明されたと考える。 
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2. 前と同様カルノア液で固定した細胞
を Unna・Pappenheim液で染色すると，
メチルグリーンK染まる核内に細胞質と同
様ピロニンをとる小体が数個みとめられ
-JBilli--ilil-
l
る。これによってクロマチン頼粒と核小体
a.
aa--BBaz-
， ， ， ， ‘ ，  
， ，  
・ 
を区別する乙とができる。しかし実際には
E-EB4
核内の小さい小体はいずれの色素をとって
いるか判定がきわめて困難であるので，明
瞭l乙ピロニンをとる小体のみの分布をしら
3 4 
核当りの核小体数 
Jレス量はそれぞれ 101.， 105•2 LD50であった。接種
後6時聞にお〉いガラスをとりだし，型のCとく固
定，染色した。
いわゆる核小体数の分布は第7図に示される。上
清は対照の未感染細胞とほ Y同じ分布をするに反
し，沈誼はそれらに比べて数の減少する傾向をみせ
ている。乙れは核小体の変化を起す因子が上記の遠
心力で沈降するウイ jレス粒子ないしはそれに近い沈
降定数をもっ粒子であって，細胞の培養上清ではな
いことを推定させる。
乙の因子の熱に対する安定性をしるために沈誼浮
遊液を 560C30分加熱して活性ウイルスを全く消失
べてみると第8図のよ 5であった。計数は
約 1，000個の細胞についておこなわれ，そ
の際，緑色フィルターを用いてコントラストをます
ことが試みられた。その結果，核小体数の分布の差
は明らかにはみとめられなかった。
第8図 向汎性リフト・バレー熱ウイノレス感染
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問 陶  
させたのち，前と同様に接種するときは，第7図に
みるように加熱処理前の沈誼ほど明らかではないが 宣0 
同じように核小体への効果を示している。
第6節核小体の同定
前項の実験においては，ギームザ染色で強くアズ
10 
ールをとる核内の小体を，いわゆる核小体として計
数したが，それは当然カリオソームを多く含むと考
えられる。 凡-1
動物細胞における核小体の特徴を多量のリボ核酸 2 3 千$' " 
(RNA)の存在と一応想定して次の染色をおこなつ 
核当りの核小体数 
Tこ。 結局ギームザ染色でとらえられる，いわゆる核小 
1. カルノアで固定した細胞を 10%過塩素酸で 体の変化が果して厳密に規定されたいみでの核小体 
50C約四時間処理後， 0.1%チオニン液で染色した。 の変化にもとずくものかは決定することができなか
対照では核内に塊状の数個の小体と細胞質とが青染 った。
したが，過塩素酸で RNAを取除いた場合は核内l乙
は輪状のヘテロクマチンと考えられる部分にか ζま
第 IV章者 察
れた数個所の不染部が各細胞にみとめられ，細胞質 向汎性 (pantropic)リフト・バレー熱ウイルスは
もまた色素をとらなかった。乙れによって通例他種 HeLa細抱内で約6時間を一段階として増殖すると
の細胞でみとめられているようなヘテロクロマチン とがみいだされた。Mims(7)(1956)，野島ら〈め(1957) 
7 
-1886ー 千葉医学会雑誌 第 35巻
によるとマウス，あるいはその肝では約 5時間後に
ウイルスの放出がはじまるとされているが，著者の
実験の場合はプロットがやや粗であるので，その成
績に基ずいて宿主細胞によって若干潜伏期が異なる
と結論することはできないo
ここに示されたウイルス放出の曲線においても， 
Mimsのそれにおいても，初回の急激なウイルス放 
出の後数時間でわずかの定常状態がみとめられ，第
2回放出と予定される時刻にふた〉びウイルス濃度
の急昇がみとめられることは，各ウイルスの潜伏期
に大きな範囲のばらつきがないこと，換言すればパ
クテリオファージのように比!夜的足なみのそろった
増殖をするととが推定される。
細胞変性効果は高濃度のウイノレス液接種では通例
20 時間~48 時間以内に顕著に，くもの巣状となり，
低い濃度のウイルス液でも 4，，-，5日には明瞭となる。
しかし細胞培養液が Yeastextractを含まない場合
は定型的な， くもの巣状を呈することなく，細胞は
円型化してガラス壁よりはがれおちる。
HeLa細胞を用いてウイルス液を作るときは，比
較的大量のワイルスを接種したのち培養が顕著な変 
性を示した時刻，お〉むね 2~3 日後lζ培養液をと
り遠心上清を採取するのであるが，その場合は通例
105~106 LD50/m1の濃度がえられる。細胞変性の起
る時聞を決定するためにはほとんど全細胞を感染さ
せる条件が必要であるが，乙のウイルス液を用いる
ときは 106個の orderI乙単層培養されτいる細胞の
ほとんどを同時に感染させることは困難である。こ
れまでの実験においてもっともよいと考えられる条
件のもとでは，接種後ほ>.'24時間後l乙細胞変性が
みとめられ始めたという経験をもっている。マウス 
l乙継代された高い濃度のウチルス液を HeLa細胞
に接種したときでも 18時間ごろにわずかに細胞変
性がみとめられはじめたにすぎない。こういった事
実から推すに，感染細胞の変性はウイルスの増殖と
その放出よりはるかに遅れて起るものであると考え
られる。
もう一つマウス肝細胞の所見と異なるのは，それが
核内封入体をつくるに反し， HeLa細胞ではどの時
期にも何等ワイ Jレスによる封入体を認める乙とがで
きないという ζとである。感染 HeLa細胞の超薄切
片の電子顕微鎮的観察は寺島(10)によってなされて
いるが，感染後6時間および 18時間後の細胞内に
は，マトリックスも明瞭なウイルス・コロニーもま
ど認められていない。
いわゆる核小体数の変化を起す因子は遠心の実験
からウイルス粒子そのものである公算が大きいと考
えられる。加熱処理ワイルス液でもこの変化を起き
せうるという乙とは，因子がウイ Jレス粒子以外であ
るという考えに必ずしも導かない。 Lind &Burnet 
(1953)によればト加熱によって不、活性化しいインフ 
Jレエンザ・ウイルスも活性ある partnerとの間で遺
伝子の組み換えが可能であるくの。熱不活性化ウイ Jレ 
スはいうまでもなく自己増殖能力をもたないが，遺
伝学的な潜勢力を保有しているので，宿主細胞K対
しある種の変化を与えるかもしれない。接種ワイル
スが全細胞感染を起させるに十分でないと思われる
場合にも 4時間で分布の変化がみとめられ，かつ 6
時間以 24後時間まで進まないよう見える事実は， 
不活性化ウイルスの感染によって少くともその一部
が説明されるのではないかと考えられる。
前述の感染胞細における細胞質突起の出現，核濃
縮などの非特異的変化はウイルス放出より遅れて起
る点からもいわば二次的な退行変性像と考えるのが 
妥当であるが，いわゆる核小体の数の変化は感染後
4時間，すなわちウイルス増殖の潜伏期内にすでに
みとめられ，また熱不活性化ウイルスによっても惹
起きれると考えられるので，ウイルス増殖に直接関 
連する変化と思われる。いってみれば感染細胞に起
るウイルスの増殖のためのある種の機能的な変化の
あらわれであると考えられる。
熱不活性化ワイルスは細胞に侵入し，完全な子孫
ウイルスを産生することはできないがある種の作用
を細胞に〈ウイルス合成の中枢に)与えるであろ
う。これは潜伏期内にすでに変化があらわれるとい
う事実と相補うものである。
いわゆる核小体とは一体いかなる機能をもつかに
ついて考察しよう。
核内でアズーJレあるいはヘマトキシリンをとる小
体は一般に acidophi1icな， Feulgen反応陰性の核
小体とカリオソーム，あるいはクロモセンターとよ
ばれるものとである。前者すなわち真の意味での核
小体は RNAを多く含むといわれ，チオニンやピロ
ニンの染色でお〉むね同定することができる。後者
は核小体 (nuc1eolus)に対して pseudonucleol us 
といわれ，ヘテロクロマチン部分の凝塊と考えられ
ているくり(3)。
核小体は古くは Casperssonらによって，ヘテロ
クマチンと共に細胞の RNA，および蛋白質の合成
氏関して枢要な役割を占めるものと推論されてい
森: 組織培養法によるリフト・バレー熱ウイルス .-1887の増殖と宿主細胞の形態学的変化について号5第 
よって核Baltus1(.年1953，Vincent年1950こ。T 、 
小体はヒトデの卵細胞よりほ Y純粋に分離され， 
RNA，DPN合成酵素や，叉クレオシツド・フォス
フォリラーゼ，などの多量に存在するところから，
いまや細胞内の核酸や蛋白合成比重要な機能を果す
ととは疑う余地がないと考えられているω。しかし
ながら核小体の形態と機能K関する関連はほとんど
しられていない。イモリの卵母細胞では卵黄蛋白の
合成の期間は Basophilieの増した数多くの核小体
を含んでいるがゆ蛋白の合成が止ると小さくなり， 
Basophilieも減弱するといわれている(的。しかし
一般に核小体の数はその chromosomesetsのもつ
nucleolar organizerの数民よって規定されω，
diploidの細胞ではお hむね 2個とされている。分
裂期の核では核小体は消滅するから細胞の増殖の相 
Kよっていろいろな数がまじりあうことになる。乙
とに HeLa細胞のような悪性腫療の場合には多倍
体 (polyploid)が形成されているであろう。数ばか
りでなく形態も一様でないことはつとにしられた通
りである ω(11)。
われわれが観察した数の減少は核小体の融合，な
いしは消失として理解されるが9 いずれにしてもわ
れわれはそれを退行的な変化として考える積極的な
理由をもたない。
ひるがえって考えるに，いわゆる核小体の数の変
化はむしろヘテロクマチンの減少として考えること
も可能である。
ヘテロクロマチンは Caspersson，および Sch-
ultz (1939，1940) あるいは Darlington & La 
Cour (1940)によって核酸代謝花密な関連をもっと
推察される数多くの証拠が提出されている。とれら
の事実はまだ一般化される可能性が十分に高くない
けれども，静止核において何らかの機能が賦与され
ているであろうとは想像される。
ウイルスの感染による核小体の変化は 1953年， 
Flewett(5)によりはじめて記載された。家鶏ペスト
のウイルスを鶏}f;の細胞に感染させると核小体が増
大することがみいだされたが，感染後の時間的経過
とのつながりはついていないようである。 
われわれの意見では，核小体あるいはヘテロクロ 
マチンが細胞の蛋白や核酸の代謝lζ大きな役割を演 
ずるものとするならば，ワイルスの増殖の際にウイ
ルス遺伝子によって多かれ少なかれ機能が修飾され 
ら理解される。それは従来認識されているウイルス
感染にもとづく形態学的変化に一つの新らしい知見
を加え，それに解釈を与えたものといえるTごろう。
第V章総 括 
1. 向汎性 (pantropic)リフト・バレー熱ウイル
スは，ガラス器内に培養された HeLa細胞に感染
して継代する乙とができる。 
2. 乙のウイルスは HeLa細胞で約 6時間の潜
伏期をもっ。 
3. 感染細胞はウイルス放出後変性を起し，崩壊
するが，その間，核内にも細胞質内にも封入体は認 
められなかった。しかし，感染後早期に，いわゆる 
核小体の数が減少することがみいだされた。
4. いわゆる核小体の変化は，その細胞内におけ 
る機能的役割と合わせ考えて外来性 (exogenous)
の遺伝的物質と考えられるウイルスの増殖に直接関
連をもつものと推論された。
(この成績は第6回日本ウイルス学会(東京)， 
1958において報告した)。
稿を終えるにあたり，終始御懇篤な御指導と
御校聞を頂いた恩師川喜田愛郎教授，寺島東洋
三博士lζ衷心より感謝の意を表します。
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